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DIAGNOSIS OF MUCOVISCIDOSIS BY NEUTRON ACTIVATION ANALYSIS PART I

by

Luis F. Bellido and Alfredo V. Bellido

ABSTRACT

Symptoms, pathology, incidence, and gravity of the inherit
syndrome called mucoviscidosis, or cystic fibrosis are described in
this Part I. The analytical methods used for its diagnosis, both the
conventional chemical ones and by neutron activation analysis .are
also summarised. Finally, an analytical method to study the
incidence of mucoviscidosis in Brazil is presented. This,
essentially, consists in bromine determination, in fingernails, by

resonance neutron activation analysis. - —_—

Keywords: Cystic fibrosis, Mucoviscidosis, bromine, neutron

activation analysis, diagnosis.
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RESUMO

Descrevem-se, nesta primeira parte, os sintomas, patologia,
incidéncia e gravidade da sindrome hereditaria mucoviscidose ou
fibrose cistica como & também chamada. Relatam-se os métodos
analiticos usados para a diagnose, tanto os métodos quimicos
convencionais quanto o método de andlise por ativag¢do com néutrons.

Finalmente, explica-se o método proposto para estudar a incidéncia da

mucoviscidose no Brasil o qual, essencialmente, consiste na
determinagdo de bromo, em unhas, por ativacgdo com néutrons de
ressonancia. —

Palavras chave: Mucoviscidose, Fibrose Cistica, bromo, andlise por

ativag¢do com néutrons, diagnose.
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I. INTRODUCAO

Devido a gravidade da sindrome da mucoviscidose, a comunidade
cientifica comecgou a—‘pesquisar, nos anos 60, vAarios métodos de
diagnose que pudessem ser aplicados em um grande nimero de pessoas.
O fator mais importante, para o tratamento desta doenca, é a
precocidade do diagnéstico uma vez que ndo existe cura para ela,
mas sé acompanhamento médico. Nado recebendo tratamento, a
mortalidade dos pacientes &, de 30% no primeiro ano de idade; de
50% até os 3 anos e; de 75% até os 6 anos [1].

Um ano apdés Di Sant'Agnese (1953) [2] constatar, gque no suor
dos pacientes com mucoviscidose, havia uma composigdo anormal de
eletrélito, Schwachman [3] desenvolveu o "teste do suor". Este

teste tem sido até hoje o principal meio de diagnosticar a doenga.

A majioria das pesquisas, realizadas na década de 60 e inicio
dos anos 70, se basearam nos trabalhos de Kopito e colaboradores
[4-5] que, em 1964, observaram que a dosagem de sbdio e potdassio
feita por fotbmetria de chama, em unhas, também poderia ser usada
no diagnéstico. Mais tarde, em 1966, Babb et al.[6] aplicaram a
técnica de ativacdo com néutrons, irradiando amostras de unhas e
medindo a radicatividade induzida no sédio. Posteriormente, outros
pesquisadores também utilizaram esta mesma técnica em funcdo da
potencialidade que oferecia. Porém, os resultados alcangados
mostraram que o método ndo era muito confidvel, pois a porcentagem
de resultados falsos positivos era maior do que 10%. Também foram
encontrados, mas com menor freqiéncia, resultados falsos

negativos.

Neste trabalho de pesquisa propde-se investigar a viabilidade
de medir o bromo radioativo, em lugar do sédio, esperando-se com
isto obter resultados ideais com menos que 3% de resultados falsos
positivos e em torno de 0,1% de resultados falsos negativos. Nesta
primeira parte apresenta-se uma revisdo bibliogrdfica do assunto,
dando-se énfase, principalmente, aos trabalhos onde se aplicaram

técnicas nucleares e, ainda, discutem-se o0s motivos que levaram



para a escolha do wmétodo que se utilizarda neste estudo. Os

resultados experimentais serdo publicados em Parte II.

ITI. MUCOVISCIDOSE

A mucoviscidose ou fibrose cistica - como também é denominada
- é& uma doenca ou melhor é aﬁa sindrome hereditaria (transmissao
auto-sbmica recessiva) que atinge principalmente criancas (10% de
recém nascidos e 85% nos primeiros dois anos de vida), adolescentes
e jovens adultos (7]. Landsteiner, em 1905, foi o primeiro a
descrever esta doenca, mas, somente em 1938 Andersen fez a primeira
descrigdo clinica e anatomopatoldgica completa, chamando-a de
doenca fibrocistica do pancreas. Farber, em 1944, sugeriu o nome de

mucoviscidose para esta doenca [8].

III. PATOLOGIA

A doenca consiste em uma disfungao generalizada das glandulas
exécrinas, i.e., glandulas mucosas e sudoripedas, que afeta os
-pulmdes e o pancreas, devido & secreg¢do de um muco gque obstrui as
vias respiratérias e digestivas impedindo a circulacdo normal do ar
e que as enzimas pancreaticas cheguem ao intestino. Ocasiona,
portanto, comprometimento bronco pulmonar progressivo, deficiéncia
pancreatica, incapacidade de secretar suor hipoténico e, em alguns

casos, cirrose hepatica.

IV. INCIDENCIA

A incidéncia desta doenca é maior na raga branca, onde ocorre
um caso em cada 600 a 6.000 criancas nascidas vivas. Na rag¢a negra
a incidéncia é baixa e, segundo Kulczycki e Schauf, entre os negros
americanos ela é, de pelo menos, 1 em 17.033 nascidos vivos [9] e
é, praticamente, inexistente entre negros africanos. Em individuos

de raca mongdlica, tem-se detectado raros casos. No Brasil, existem



poucos casos comprovados devido, provavelmente, & precariedade de
recursos diagndsticos e sendo possivel até que os doentes morram

antes de que o mal seja tipificado [10].

V. DIAGNOSTICO _

No ano de 1948, e durante um periodo de calor intenso em Nova
York, Kessler e Andersen [11l] constataram que de 10 criangas que
entraram no "Babies Hospital", 5 eram criangas portadoras da doencaw
fibrose cistica. Afim de elucidar este quadro clinico, Di
Sant 'Agnese e colaboradores [2], em 1953, estudaram a composigado
eletroquimica e a gquantidade de suor dos pacientes com a doenga da—
mucoviscidose. Para isto, foram pesquisados dois grupos de pessoas
o primeiro, formado por—43 pacientes com idades entre 2 a 16 anos
que apresentavam a doenga e ; © segundo, um grupo de controle
composto por 40 ¢riangas, de um ano e meio a 16 anos, e por 10
adultos, entre 35 & 65 anos de idade. Os resultados evidenciaram
uma anormalidade nas concentrag¢des de cloro, sédio e potdssio no
suor dos pacientes. A concentragdo de cloro no grupo de pacientes,
variou de 60-160 meqg/l, com uma média de 106 meq/l, enquanto que,
no grupo de controle, as concentragdes foram 4-180 meg/l e de 32
meq/l como média. Deste 1dltimo grupo apenas 3 individuos
apresentaram concentracdes de cloro acima de 60 “meq/l. A
concentracdo de sédio nos grupos de pacientes e de controle foram,
respectivamente: 80-190 meqg/l (média: 133 meq/l) e 10-120 meq/l
(média: 59 meq/l); nove pessoas do grupo de controle tiveram
concetracdes acima de 80 meq/l. Os valores médios de potéassio
encontrados foram 18 e 12 meq/l para o grupo de pacientes e o grupo

de controle, respectivamente. —

V.1l. Teste do Suor _

A constatacdo de Di Sant' Agnese, de que havia uma composigao
anormal de eletrdlito no suor dos pacientes com fibrose cistica,

induziu o desenvolvimento por Schwachman, em 1954, do "Bag Test"



[3]. Chamado assim pois utilizava-se um saco plastico para induzir
O suor. Posteriormente, Gibson e Cooke, em 1958, introduziram o
método da iontoforese pilocarpinica no teste do suor [12] que até

hoje &, ainda, o mais utilizado.

V.2. Anadlise de Unhas

V.2.1l. Usando Métodos Convencionais

Kopito e colaboradores [4] realizaram uma série de andlises,
por espectrografia, com a finalidade de verificar alteracdes na
cemposicéo quimica em tecidos de pacientes com fibrose cistica.
Foram analisadas unhas, cabelos, dentes, plasma, etc., assim comd
também secrecdes como, cerumem, urina, suor, e fluido duodenal.
Constataram, principalmente, uma alta variag¢ao nas concentrag¢des de
s6édio, potéassio, cdlcio, magnésio, manganés, silicio, prata,
titdnio, aluminio, chumbo e fésforo. As concentracdes médias de
s6dio e de potassio em unhas - determinadas por fotometria de chama
- foram de 135 meq/kg e 18 meqg/kg, respectivamente, sendo que, para
o grupo de controle, os valores encontrados foram 35 meq/kg para o
s6édio e 18 meq/kg para o potdssio. Unhas e cabelos apresentaram
sempre o0s elementos metabdlicos ativos: Na, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Co e
Zn, numa composigao inorgénica-similar. No caso dos cabelos, para
amostras de uma mesma pessoa, OS pesquisadores observaram gque as
concentracdes variavam de acordo com a disténcia ao couro cabeludo.
Estas flutuacdes ndo foram observadas no caso das unhas, portanto,

concluiram que a andlise de unhas seria a mais apropriada.

Em outro trabalho Kopito et al. [5], descreveram o método
analitico usado e apresentaram os resultados encontrados no estudo
de varios grupos de pessoas. As concentracdes médias de sédio nas
unhas foram : 140 meqg/kg para pacientes com fibrose cistica; 46
meq/kg para as criang¢as normais; 35 e 63 meqg/kg para os pais e
irmdos dos pacientes com a doéﬁca, respectivamente, e; 29 meq/kg

para adultos saudaveis (ver figura 1).



Antonelli e colaboradores [13] usaram um método simplificado
de fotometria de chama para a determinagdo de Na e K em unhas.
Concluiram, que ndo existe diferenga de concentragcdes desses
elementos entre as amostras tomadas dos pés e das mios.
Determinaram, também, a concentragdao de sdédio em cinco grupos de

pessoas e os resultados estdo apresentados na figura 2.

Com a intencdoc de melhorar o diagnéstico da fibrose cistica
através da anadlise de unhas, Leonard e Morris [14] determinaram as

concentra¢gdes de Na, Ca e Mg em 93 amostras de unhas coletadas de:

a) 53 criancas sauddveis (6 meses - 14 anos); b) 22 criancgas
hospitalizadas por diferentes razdes (6 meses - 10 anos) e; c) 15
criancas com mucoviscidose (6 meses - 6 anos). A determinagdoc do

sédio foi feita por fotometria de chama e da dos outros dois
elementos foi feita por fluorometria. Os resultados encontrados,
indicaram que ndo havia diferencas significativas nas concentragdes
de Na, Ca e Mg entre os grupos de controle e de pacientes
hospitalizados por diversas doencas. Porém, existia uma diferenca
com relagdo ao grupo de ©pacientes com fibrose cistica,
principalmente, na concentragdo de s&6dio e ndo tanto no caso do
cdlcio e magnésio. Concluiram, entdo, que apesar de ndo se ter
encontrado uma diferenga marcante entre o0s grupos, a soma das
concentragdes dos 3 elementos permitiria obter uma clara separacgéo

entre eles.

V.2.2. Usando Andlise por Ativagdo

Babb, Woodruff e colaboradores, em 1966, [e] foram os
primeiros a utilizar a técnica de ativagdo com néutrons para a
determinacdo de sédio em unhas. Irradiaram as amostras com um fluxo
de 10'' néutrons/cm’.s. e mediram a atividade induzida, no sdédio,
com um detector de NaI(Tl). Algumas amostras foram lavadas, de
acordo com Bate [15], para remover a contaminacdo externa, mas OS
resultados ndo foram muito_. satisfatoérios. Concluiram, que
concentracdes de sdédio menores que 55 meqg/kg corresponderiam a

pessoas normais, enquanto que valores acima de 85 meq/kg indicariam



a doenca de fibrose cistica.

Bowen [16] irradiando unhas com um fluxo de 102 néutrons
/em®.s. concluiu que a andlise por ativagdo, apesar de ser uma
técnica sensivel, dava resultados que ndo eram bem reprodutiveis.
Os valores médios de sédio encontrados nas unhas foram 42+32 meq/kg
para doentes com fibrose cistica e 24:15 para o grupo de controle.
Andersen [17]), irradiando amostras de unhas com 1,8x10"* néutrons
/em®’.s. e medindo o raio gama de 2,75 MeV do ?Na, obteve os
seguintes resultados 1,8 a 30 meg/kg de sbédio nas unhas de criancaé

normais e de 20 a 70 meqg/kg nas de criancas com a doenca.

Fite e colaboradores [18-19], em 1968 e 1969, aplicaram a
técnica de anadlise por ativagdo com néutrons para a determinacio de
s6dio em unhas de recém nascidos. As amostras foram irradiadas por
4 horas com um fluxo de 5x10'' néutrons/cm’.s. e utilizaram um

“detector de NalI(Tl) para medir os raios gama de 1,37 MeV e 2,75
Mev. Nas figuras 3 e 4 s8o mostrados, respectivamente, os
resultados obtidos sem e com um processo de limpeza de unhas, feito

para remover a contaminagdo superficial.

Nos anos seguintes, foram muitos os pesquisadores que trataram
de melhorar as condicdes de amostragem, irradiagcdo e contagem da
radiacdo induzida [20-32]. S&do apresentados a seguir os resultados
obtidos, para uma rapida avaliag¢do, em forma de graficos (ver

figuras 5-14) com a indica¢do da respectiva referéncia

Kollberg e Landstrom [27], pesquisaram as fontes de erros no
diagnéstico da mucoviscidose usando o método instrumental de
andlise por ativacdo determinando sdédio em unhas. Eles concluiram
que: a) a distribuicdo de Na nas unhas nio é homogénea e esta varia
de uma unha para outra, numa mesma pe;soa; b) a maior quantidade de
sédio na unha se encontra na extremidade e ndo na parte fixa da
unha; c) o risco de contaminacdo das unhas ndo & tdo grande apenas
para concentracdes de sédio maiores que 2,8% de NaCl e; d) existe
uma correlacdo entre a concentracdo de sédio na unha com a do suor.

Eles recomendaram que, antes de coletar o material para andlise, a



pessoa ndo devia tomar banho de piscina.durante a semana, ndo tomar
banho nas 24 horas anteriores e nem lavar as mads durante as 12

horas precedentes.

Recentemente, Olguin e colaboradores [32] irradiaram, com um
fluxo de 1x10"* néutrons/cm’.s, amostras de unhas e cabelos de
pacientes com mucoviscidose e de criangas saudaveis para determinar
as concentragdes de *Na e **Cl. Eles concluiram que apesar de que
as concentragdes destes elementos tem a tendéncia a serem maiores
no grupo dos pacientes do que no grupo de controle, as diferencashx
ndo foram significativas (p>0.01) e que estas poderiam provir de

fontes externas, tais como o suor.

VI. VANTAGENS DO METODO DE ATIVACAO COM NEUTRONS

As vantagens gque este método oferece sobre o método
tradicional do teste do suor sdo:
e facilidade e rapidez na coleta de amostras;
¢ simplicidade da técnica de coleta de amostra tornando, assim,
desnecessiria a presenga de pessoal especializado; —
e capacidade de aplicacgdo em um grande numero de amostras;
e possibilidade de serem as amostras enviadas ao laboratdrio
através do correio;
e a coleta de amostra ndo traumatiza nem causa desconférto aos
pacientes e;

e pode ser usado em recém-nascidos.

VII. METODO PROPOSTO

Analisando a possivel causa dos resultados falsos positivos
descritos, na revisdo das medig¢des por ativa€do nuclear, encontrou-
se que esta se deve a contaminacdo das amostras, antes, durante
e/ou depois da coleta em razdo de ser o sédio um elemento abundante

nas unhas. Por outro lado, o cloreto de sédio é bastante soldvel em

dgua podendo, consequentemente, ser facilmente removido das unhas



durante a lavagem das mads, o banho, o tratamento das amostras,

etc. ocasionando, assim também, resultados falsos negativos.

Considerandg os resultados obtidos por Fite e colaboradores
[26] e, particularmente, por Nicolaidou [25,31] que utilizou
tracadores de *Na e *Br para estudar o metabelismo de sédio e
cloro em pacientes com fibrose cistica, sugere-se, neste trabalho,
fazer o diagnéstico desta—doenca por medigdo da concentracdo de
bromo em unhas utilizando a técnica de andlise por ativacdo com
néutrons de ressonancia. O radionuclideo *’Br, formado através da
reacdo *'Br(n,y) que decai com uma adequada meia vida de 35,9 horas,
sera medido com um detector de Ge hiperpuro, e analisados os seus
radios gama de 554 keV e 777 keV [33]. A concentracdo de bromo nas
unhas é em torno de 80 vezes menor que a concentragdo de sdédio, mas
este inconveniente sera superado fazendo-se a ativag¢do com néutrons

de ressonéncia.

Uma vantagem do método proposto € a meia vida do *’Br, que é
maior do que a do **Na (15 h) e do *Cl (37,3 min), viabilizando as
irradiacdes em reatores, de alto fluxo de néutrons, di;tantes dos
laboratérios de medidas. Neste trabalho, as amostras serao
irradiadas no IEA-R1 do IPEN, Sdo Paulo, com fluxos da ordem de

~ 2 . . . . . . ~
10** néutrons/cm’.s., diminuindo-se assim o limite de deteccdo do

®2Br. Além disto, ndo haverdo problemas de interferéncia, ao
contrdrio do que acontece no caso do sbédio, em que as reagdes

Al(n,a) e Mg(n,p) produzem também o *'Na.

Para finalizar é proposto, que a determinagdo do bromo seja
feita pela técnica de ativacdo com néutrons de ressonancia, pois a—
segdo de choque para estes néutrons é 15,5 vezes maior do que a
se¢do de choque para néutrons térmicos. Com isto se conseguird uma
adequada atividade induzida de *Br e, ainda, com a reducdo da
atividade da matriz, se aumentara o limite de detecg¢do para este
elemento, obtendo-se assim resultados mais precisos e exatos. As
amostras de unhas serdo irradiadas no reator, durante 8 horas e
apés o tempo de resfriamento de 3-4 dias, serdao contadas no

laboratdério da SUFIN/IEN. A descricdo da parte experimental e os

- - ~ ~-



resultados serao publicados posteriormente.
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cistica; b) criangas sem doenga; c) pais de pacientes; d) adultos com saude: e) irméos de
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